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i Abstract of EP0408542 

h For the simultaneous determination of a plurality of antigens and/or antibodies in a sample of a human 
?, ; body fluid, the sample is introduced into a microtitre plate whose wells are coated with antibodies (Aba1 , 

l j Aba2 ...) which are directed against some of the antigens which are sought (Aga1 , Aga2, ...). and a 
Ij plurality of solid carriers, preferably in the form of a comb, which are coated with antibodies (Abb1 , 
a-j Abb2...) which are directed against others of the antigens which are sought (Agb1 , Agb2...) are contacted 
V\ with the sample; then, after complexation has taken place, the wells and the solid carriers are washed 

| free of non-adsorbed proteins, the complexes (Aba1-Aga1 ... and/or Abb1-Agb1 ...) which are adsorbed in 
l\ the wells of the microtitre plate and/or to the solid carriers are incubated with a mixture of labelled 

I antibody enzymes (Aba1E<*> ... Abb1E<*>, ...) which are directed against the antigens which are sought 
ij (Aga1, Aga2, ... Agb1, Agb2...), and the activity of the enzymes (Aba1-Aga1-Aba1E<*>, ... Abb1-Agb1- 

| Abb1E<*>, ...) bound to the complexes is determined by photometry after reaction with a colour-forming 
substrate. 
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© Verfahren 2ur Bestlmmung von Antigenen und/oder Antlkdrpem In menschllchen 
KbrperflUsslgkeiten sowie Set 2ur DurchfUhrung des Verfahrens. 

© Zur gleichzeitigen Bestimmung einer Mehrzahl 
von Antigenen und/oder Antikorpern in einer Probe 
einer menschlichen KorperfiUssigkeit wird die Probe 
in eine Mikrotiterplatte eingebracht. deren Napfchen 
mit Antikdrpern (Ak al , Ak a2 ...) beschichtet sind, die 
gegen einen Teil der gesuchten Antigene (Ag a i, 
Aga2. •••) gerichtet sind, und wird eine Mehrzahl 
fester Trager, vorzugsweise in Form eines Kammes, 
die mit Antikorpern (Ak b1 , Ak b2 ...) beschichtet sind, 
die gegen einen anderen Teil der gesuchten Antige- 
ne (Ag bl , Ag b2 ...) gerichtet sind, mit der Probe in 
Kontakt gebracht; sodann werden - nach erfolgter 
Kompiexierung - die Napfchen und die festen Trager 
von nicht adsorbierten Proteinen freigewaschen, die 
in den Napfchen der Mikrotiterplatte und/oder an 
den festen TrSgern adsorbierten Komplexe (Ak a1 - 
Ag al ... und/oder Ak b1 -Ag b i ...) mit einem Gemisch 
von markierten Antikorperenzymen (Ak a1 E* .... 
Ak b1 E*. ...), die gegen die gesuchten Antigene (Ag a i» 
Ag^, Ag bl , Ag b2 ...). gerichtet sind, inkubiert und 
wird die AktivitSt der an die Komplexe gebundenen 
Enzyme (Ak a rAg a rAk a1 E*, ... Ak bl -Ag b i-Ak b1 E\ ...) 
nach Umsetzung mit einem farbenden Substrat pho- 
tometrisch bestimmt. 
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VPRFAHREN ZUR BESTIMMUNG VON ANTIGENEN UND/ODER ANTIKORPERN IN MENSCHLICHEN KdR- 
VERFAHREN ^j^SSSSmWfm SET ZUR DURCHFOHRUNQ DES VERFAHRENS 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestim- 
mung von Antigenen und/oder Antikorpern in 
menschlichen Korperfltlssigkeiten. durch Bildung 
eines Antigeri/Antikorper-Komplexes. wobei die auf 
Antigen- bzw. Antikorpergehalt zu prQfende Probe 
mit einem komplexbiidenden Antikorper bzw. Anti- 
gen, welcher(s) auf einem Trager in festem Zu- 
stand adsorbiert ist, in Kontakt gebracht wird, sowie 
ein Set zur Durchfiihrung des Verfahrens. 

Aus der DE-C - 24 24 465 ist ein Verfahren zur 
gleichzeitigen Bestimmung von Hepatitis B-Antigen 
und dessen Antikorper in Seren bekannt. Das Be- 
stimmungsprinzip ist eine Inhibitionsreaktion, die 
naturgemSB die Empfindlichkeit des Systems stark 
herabsetzt 

Die DE-A - 30 21 891 beschreibt ein Verfahren 
zum gleichzeitigen Nachweis von verschiedenen 
Hepatitis-lndikatoren, u.zw. Hepatitis B-Oberfla- 
chenantigen und einem Antikorper gegen Hepatitis 
B-Kernantigen. Der Nachteil dieses Verfahrens be- 
steht darin, dafl die beiden zu bestimmenden Stof- 
fe mit zwei ganziich verschiedenen Reaktionstypen 
gesucht werden mGssen, wobei der eine Reak- 
tionspartner mit einem radioaktiven Isotop markiert 
werden mufl, w§hrend der andere enzymatisch be- 
stimmt wird. 

Ganz aligemein mufi bei der Bestimmung von 
mindestens zwei Immunreaktanten auf die strenge 
Einhaltung einer ganz bestimmten Abfolge von Ver- 
fahrensschritten geachtet werden, was naturgemafl 
die Gefahr von Fehlbestimmungen sehr erhoht. Die 
Fehierquelle wird dabei umso grofler, je mehr Im- 
munreaktanten bestimmt werden soilen. Dazu 
kommt noch, dafl bei der Bestimmung einer Mehr- 
zahl von Stoffen die Probe entsprechend oft pipet- 
tiert werden rnufl, wodurch die Genauigkeit der 
Einzelwerte oft nachteilig beeinfiuflt wird. 

Die Erfindung setzt sich zum Ziel, ein einfach 
durchzufuhrendes Verfahren zur Bestimmung einer 
Mehrzahl von Antigenen und/oder Antikorpern in 
Proben menschlicher Korperflussigkeiten zur Ver- 
fUgung zu stellen t das die oben genannten Nachtei- 
le nicht auweist und ohne radioaktive Markierung 
durchgefiihrt werden kann. 

Dieses Ziel wird bei der gleichzeitigen Bestim- 
mung einer Mehrzahl von Antigenen erfindungsge- 
mafi dadurch erreicht, dafi die zu untersuchende 
Probe, die die Antigene Ag a i. Aga*... Ag b i, Ag b2 ... 
enthalt, in eine Mikrotiterplatte eingebracht wird, 
deren Napfchen mit Antikorpern Ak Blf Ak a2 ... be- 
schichtet sind, die gegen einen Teil der gesuchten 
Antigene Ag a1 . Ag*. ... gerichtet sind. und dafl eine 
Mehrzahl fester Tragfcr, vorzugsweise in Form ei- 
nes Kammes. die mit Antikorpern Ak b1t Ak b2 ... be- 



schichtet sind, die gegen einen anderen Teil der 
gesuchten Antigene Ag b i, Ag^... gerichtet sind, mit 
der Probe in Kontakt gebracht wird; sodann - nach 
erfolgter Komplexierung - die Napfchen und die 

s festen Trager von nicht adsorbierten Proteinen frei- 
gewaschen werden, die in den Napfchen der Mi- 
krotiterplatte und/oder an den festen Tragern ad- 
sorbierten Komplexe Ak a1 -Ag a i... und/oder Ak b ,- 
Ag b1 ... mit einem Gemisch von markierten Antikdr- 

w perenzymen Ak a ,E* Ak bt E* die gegen die 

gesuchten Antigene Ag a i, Ag^, ... Ag b1 , Ag b2 ... 
gerichtet sind, inkubiertwerden und die Aktivitat der 
an die Komplexe gebundenen Enzyme Ak ai -Ag a1 - 
Ak a1 E", ...Ak bl -Ag br Ak b ,E\... nach Umsetzung mit 

15 einem farbenden Substrat photometrisch bestimmt 
wird. 

Zur gleichzeitigen Bestimmung einer Mehrzahl 
von in der zu untersuchenden Probe enthaltenen 
Antikorpern Ak a1 , Ak^ ... Ak b1 , Ak b2 , ... wird die 
20 Probe in eine Mikrotiterplatte eingebracht. deren 
Napfchen mit Antigenen Ag a „ Ag^ ... beschichtet- 
sind, die mit einem Teil der gesuchten Antikorper 
Ak a1 , Ak a2 ... korrespondieren, und wird eine Mehr- 
zahl fester Trager, vorzugsweise in Form eines 
25 Kammes, die mit Antigenen Ag b i, Ag b2 , ... be- 
schichtet sind, die mit einem anderen Teil der 
gesuchten Antikorper Ak bl , Ak b2 ... korrespondie- 
ren, mit der Probe in Kontakt gebracht; sodann 
werden - nach erfolgter Komplexierung - die N£pf- 
30 chen und die festen Trager von nicht adsorbierten 
Proteinen freigewaschen, die in den Napfchen der 
Mikrotiterplatte und/oder an den festen Tragern ad- 
sorbierten Komplexe Ag a ,-Ak a i ... und/oder Ag bi - 
Ak bt ... mit einem Gemisch von markierten Antige- 
ns nenzymen Ag^E* ... Ag b ,E* .... die mit den gesuch- 
ten Antikorpern Ak ai< Ak a2 , ... Ak bl , Ak^, ... korre- 
spondieren, inkubiert und wird die Aktivitat der an 
die Komplexe gebundenen Enzyme Ag a ,-Ak at - 
Ag a ,E* ... Ag bl -Ak b1 -Ag b ,E". ... nach Umsetzung mit 
40 einem farbenden Substrat photometrisch bestimmt. 

Mit dem erfindungsgemSflen Verfahren kann 
auch gleichzeitig mindestens ein Antikorper Ak a i,... 
und mindestens ein Antigen Ag b1 , ... bestimmt wer- 
den, indem die verwendeten Napfchen der Mikroti- 
45 terplatte und die verwendeten festen Trager mit 
dem (den) zu dem (den) gesuchten AntlkSrper(n) 
Akai, ... bzw. Antigen(en) Ag b i. 
korrespondierendem(n) Antigen(en) Ag a1> ... bzw. 
Antikorper(n) Ak b1 , ... beschichtet sind. 
so Mit dem erfindungsgemSfien Verfahren kann 

somit eine Mehrzahl von Antikorpern und/oder Anti- 
genen in einer Probe bestimmt werden, wobei die 
Probe nur ein einziges Mai pipettiert zu werden 
braucht Die Gefahr von Pipettierfehlern im tagli- 
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chen Routinebetrieb wird beim erfindungsgemSflen 
Verfahren somit auf ein Minimum reduziert. 

Die Erfindung betrifft auch ein Set zur Durch- 
fuhrung des Verfahrens, mit einer Mikrotiterpiatte 
und einem in die NSpfchen der Mikrotiterpiatte 
passenden festen TrSger, insbesondere einem 
kammartigen Trager, und ist dadurch gekennzeich- 
net. dafl die Napfchen der Mikrotiterpiatte und die 
festen Trager mit einem Oder mehreren Antigen- 
(en) Ag a1t Ag b1 ... bzw. mit einem Oder mehreren 
Antikorper(n) Ak a1 , Ag bl ... beschichtet sind, weiche 
mit dem (den) gesuchten Antigen(en) und/oder 
Antik6rper(n) Komplexe bilden. 

Ein Set bestehend aus einer Mikrotiterpiatte 
und einem kammartigen Trager zur simultanen ra- 
dioimmunchemischen Bestimmung eines Antigens 
und eines Antikdrpers ist aus der AT-B - 343.822 
bekannt. 

Mit den nachfolgenden Beispieien wird die Er- 
findung noch naher erlautert 



Beispiel 1: 

Gleichzeitige Bestimmung von Apo-Lipoprotein-AI 
(antiatherosklerotisches HD-Upoprotein) und Apo- 
Protein-B (atherosklerotisches LD-Lipoprotein) in 
biologischen FLQssigkeiten 

Napfchen einer Mikrotiterpiatte wurden mit 200 
ul (pro Napfchen) einer Losung eines affinitatsger- 
einigten Schafsantikorpers gegen Apo-A in einem 
0,1 m PBS-Puffer (pH: 7,4) mit einer Antikorper- 
konzentration von 1 ug/ml 12 Stunden bei Zimmer- 
temperatur behandelt und mit dem Antikorper be- 
schichtet. Danach wurden die NSpfchen minde- 
stens dreimal mit 250 ul PBS-Puffer, enthaltend 
0,05 % Tween 20 gewaschen. Allfallige nicht be- 
setzte Bindungssteilen an der Poiystyrolwand der 
NSpfchen wurden durch Zugabe einer 0,2 % w/v 
Albuminlosung in PBS-Puffer zwei Stunden bei 
Zimmertemperatur abgesattigt, worauf die Platten 
neuerlich gewaschen und einer grundlichen Trock- 
nung unter Vakuum unterzogen wurden. Die Aufbe- 
wahrung der Platten erfolgte unter Silikagel. 

In ahnlicher Weise wurden die Plattchen des 
Testkammes mit einem affinitatsgereinigten Anti- 
korper gegen Apo-B beschichtet. 

Die zu untersuchenden Proben und Standards 
wurden in PBS-Tween-Puffer 1 : 500 vorverdGnnt 
und in der Mikrotiterpiatte unter Zugabe des Test- 
kammes zwei Stunden bei Zimmertemperatur inku- 
biert. Das Probevolumen betrug 200 Ul. Danach 
wurden die Napfchen der Mikrotiterpiatte sowie die 
Testkamme griindlich in PBS-Tween-Puffer gewa- 
schen und 200 ul* eines Gemisches aus mit Mee- 
rettichperoxidase markierten gereinigten Antikor- 



pern gegen Apo-AI und Apo-B in die NMpfchen 
pipettiert. Die Testkamme wurden eingesetzt und 
das Set eine Stunde bei Zimmertemperatur inku- 
biert. Nach einem neueriichen Waschschritt wurden 

s in die mit anti-apo-AI beschichtete Mikrotiterpiatte 
sowie in eine zweite Mikrotiterpiatte, die unbe- 
schichtet war, jeweiis 200 ul Tetramethylbenzidin 
enthaltendes Substrat pipettiert. 

Die Testkamme wurden in die zweite Mikroti- 

w terplatte eingesetzt und beide Platten 30 min bei 
Zimmertemperatur inkubiert Danach wurde die En- 
zymsubstratreaktion in beiden Platten durch Zuga- 
be von 50 ul 4 n Schwefelsaure gestoppt. Mit Hiife 
eines Photometers wurden die Extinktionen der ein- 

15 zelnen Proben in beiden Platten bei 450 nm ge- 
messen und die Konzentrationen an Apo-AI und 
Apo-B in den Proben durch Vergleich mit den 
mitgefOhrten Standards ermitteit. 

Nach dem erfindungsgema/ten Verfahren kann 

20 auch der Quotient der Konzentrationen der korre- 
spondierenden Proben gebildet werden, was fiir die 
medizinische Diagnose bzw. Prognose von Bedeu- 
tung ist. 

25 

Beispiei 2: 

Gleichzeitige Bestimmung von IgM-Antikorpern ge- 
30 gen PSME. IgG-Antik6rpern gegen FSME und Anti- 
korpern gegen Borrelia-Burgdorferie 

Napfchen einer Mikrotiterpiatte wurden analog 
Beispiel 1 mit einer gereinigten Virus-Suspension 

35 von FSME-Antigen und die Plattchen der Kamme 
mit einer Suspension von Borrelia-Burgdorferie-An- 
tigen beschichtet. In die Mikrotiterpiatte wurden 
200 ul einer 1 : 50-Verd0nnung der Proben vorge- 
legt. die Testkamme eingesetzt und das Set zwei 

40 Stunden bei 45 *C inkubiert. Die NSpfchen der 
Mikrotiterpiatte und die Testkamme wurden gewa- 
schen, in die beschichtete Mikrotiterpiatte ein Ge- 
misch von Anti-human IgG, markiert mit alkalischer 
Phosphatase (Enzym 1), und FSME-Antigen. mar- 

45 kiert mit Meerettichperoxidase (Enzym 2), pipet- 
tiert. 

In eine zweite, unbeschichtete Mikrotiterpiatte 
wurde ebenfalls anti-Human IgG. mit Enzym 1 mar- 
kiert, vorgelegt, und die Testkamme wurden einge- 

50 setzt. Beide Platten wurden eine Stunde bei 45 "C 
inkubiert, die Platten sowie die TestkSmme noch- 
mals gewaschen, und in die beschichtete Mikroti- 
terpiatte wurde ein Gemisch von o-Phenytendiamin 
und p-Nitrophenyiphosphat <PNPP) in geeigneter 

55 gepufferter Losung einpipettiert. 

In die zweite Platte wurde PNPP vorgelegt und 
die Testkamme wurden eingesetzt. Beide Platten 
wurden 30 min £ei flaumtemperatur inkubiert und 
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danach die Testkamme verworfen. Die Reaktion in 
Platte 2 wurde durch Zugabe von 50 ixl 4 n Schwe- 
felsaure gestoppt Bei Platte 1 wurden in einem 
geeigneten Photometer die Extinktionen in den ein- 
zelnen Napfchen gemessen (Messung der Enzym- 
substratextinktion des Enzyms 1 bei 405 nm; da- 
nach wurden 50 u\ 4 n Schwefelsaure zugegeben 
und die Enzymsubstrat-Extinktionen des Enzyms 2 
bei 492 nm gemessen). 

Die Extinktionen von Enzym-Substrat Nr. 1 ent- 
sprechen dem Anti-FSME-IgG Gehalt der Probe, 
die Extinktionen von Enzym-Substrat Nr. 2 entspre- 
chen dem Anti-FSME-lgM Gehalt der Probe. 

In einem nachsten Schritt erfolgte die Messung 
der Extinktionen in Platte 2 bei der fOr das Enzym 
1 geeigneten Welienlange (405 nm). In Platte Nr. 2 
entsprechen die gemessenen Extinktionen dem 
Gehalt an IgG-Antikorpern gegen Borreiia-Burgdor- 

Somit ist es mSglich. in einem einzigen Test- 
ansatz einen Oberblick uber allfSIIige Infektionen 
durch FSME und/oder Borrelia-Burgdorferie zu er- 
halten. 



Anspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung von Antigenen in 
menschlichen Korperflussigkeiten. durch Bildung 
eines Antigen/Antikorper-Komplexes, wobei die auf 
Antigengehalt zu prufende Probe mit einem kom- 
plexbildenden AntikQrper, welcher auf einem TrS- 
ger in festem Zustand adsorbiert ist, in Kontakt 
gebracht wird, dadurch gekennzeichnet, dafl zur 
gleichzeitigen Bestimmung einer Mehrzahl von in 
der zu untersuchenden Probe enthaitenen Antige- 
nen (Ag al , Aga2, ... Ag b1 , Ag b2 ...) die Probe in eine 
Mikrotiterplatte eingebracht wird, deren NSpfchen 
mit Antikorpern (Ak al , Ak,*...) beschichtet sind, die 
gegen einen Teil der gesuchten Antigene (Ag a i, 
Agaz. •••) gerichtet sind, und dafl eine Mehrzahl 
fester Tr§ger, vorzugsweise in Form eines Kam- 
mes, die mit Antikorpern (Ak b1 , Ak b2 ...) beschichtet 
sind, die gegen einen anderen Teil der gesuchten 
Antigene (Ag bl , Ag b2 ...) gerichtet sind, mit der Pro- 
be in Kontakt gebracht wird; sodann - nach erfolg- 
ter Komplexierung - die Napfchen und die festen 
Trager von nicht adsorbierten Proteinen freigewa- 
schen werden, die in den NSpfchen der Mikrotiter- 
platte und/oder an den festen Tragern adsorbierten 
Komplexe (Ak al -Ag a i ... und/oder Akbi-Ag b i ...) mit 
einem Gemisch von markierten Antikorperenzymen 
(Ak a ,E* .... Ak b1 P, ...), die gegen die gesuchten 
Antigene (Ag a „ A ga2 , ... Ag bl . Ag b2 ...) gerichtet 
sind, inkubiert werden und die Aktivitat der an die 
Komplexe gebundenen Enzyme (Ak a i-Ag a i-Ak a iE*. 
... Ak b1 -Ag b ,-Ak b ,E*, ...) nach Umsetzung mit einem 
farbenden Substrat photometrisch bestimmt wird. 



2. Verfahren zur Bestimmung von Antikorpern in 
menschlichen KorperflQssigkeiten, durch Bildung 
eines Antik6rper/Antigen-Komplexes, wobei die auf 
AntikSrpergehalt zu prGfende Probe mit einem 
s komplexbildenden Antigen, welches auf einem Tra- 
ger in festem Zustand adsorbiert ist, in Kontakt 
gebracht wird, dadurch gekennzeichnet, daB zur 
gleichzeitigen Bestimmung einer Mehrzahl von in 
der zu untersuchenden Probe enthaitenen Antikor- 
/o pern (Ak^Ak* ... Ak b1 . Ak b2 , ...) die Probe in eine 
Mikrotiterplatte eingebracht wird, deren Napfchen 
mit Antigenen (Ag at . Ag^ ...) beschichtet sind, die 
mit einem Teil der gesuchten AntikQrper (Ak a1f Ak^ 
...) korrespondleren, und dafl eine Mehrzahl fester 
rs Trager, vorzugsweise in Form eines Kammes, die 
mit Antigenen (Ag b i. Ag b2 , ...) beschichtet sind, die 
mit einem anderen Teil der gesuchten Antikorper 
(Ak b1 . Ak b2 ...) korrespondleren, mit der Probe in 
Kontakt gebracht wird; sodann - nach erfoigter 
20 Komplexierung - die Napfchen und die festen Tra- 
ger von nicht adsorbierten Proteinen freigewaschen 
werden. die in den Napfchen der Mikrotiterplatte 
und/oder an den festen TrSgern adsorbierten Kom- 
plexe (Ag ar Ak al ... und/oder Ag b ,-Ak b i ...) mit eh 
25 nem Gemisch von markierten Antigenenzymen 
(Ag^E* ... Ag b ,E* ...), die mit den gesuchten Anti- 
korpern (Ak al> Ak^, ... Ak b 1. Ak b2 , ...) korrespondie- 
ren, inkubiert werden und die Aktivitat der an die 
Komplexe gebundenen Enzyme (Ag a1 -Ak a rAg a) B 
30 ... Ag b i-Ak b1 -Ag b iE*. ..-) nach Umsetzung mit einem 
farbenden Substrat photometrisch bestimmt wird. 

3. Verfahren nach den Ansprtichen 1 und 2, da- 
durch gekennzeichnet, dafl zur gleichzeitigen Be- 
stimmung mindestens eines Antikorpers (Ak a „ ...) 

35 und mindestens eines Antigens (Ag b i. ...) in der 
Probe die NSpfchen der Mikrotiterplatte und die 
festen Trager mit dem (den) zu dem (den) gesuch- 
ten Antikorper(n) (Ak al , ...) bzw. Antigen(en) (Ag b i. 
.) korrespondierendem(n) Antigen(en) (Ag a 1, ...) 

40 bzw. Antikorper(n) (Ak b1 , ...) beschichtet ist (sind). 

4. Set zur DurchfGhrung des Verfahrens nach ei- 
nem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, mit 
einer Mikrotiterplatte und einem in die Napfchen 
der Mikrotiterplatte passenden festen Trager. ins- 

45 besondere einem kammartigen Trager, dadurch 
" gekennzeichnet, dafl die Napfchen der Mikrotiter- 
platte und die festen Trager mit einem oder mehre- 
ren Antigen(en) (Ag a i, Ag b1 ...) bzw. mit einem Oder 
mehreren Antikorper(n) (Ak al , Ak b1 ...) beschichtet 

so ist (sind), welche mit dem (den) gesuchten Antigen- 
ten) und/oder Antikorper(n) Komplexe bilden. 
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© Zur gleichzeitigen Bestimmung einer Mehrzahl 
von Antigenen und/oder Antikorpern in einer Probe 
einer menschlichen KorperflOssigkeit wird die Probe 
in eine Mikrotiterplatte eingebracht, deren Napfchen 
mit Antikorpern (Ak a1 , Ak a2 ...) beschichtet sind, die 
gegen einen Teil der gesuchten Antigene (Ag a i, 
Ag a 2. .») gerichtet sind, und wird eine Mehrzahl 
fester Trager, vorzugsweise in Form eines Kammes, 
die mit Antikorpern (Ak b i, Ak b2 -.) beschichtet sind, 
die gegen einen anderen Teil der gesuchten Antige- 
ne (Ag b1 , Ag b 2-..) gerichtet sind, mit der Probe in 
Kontakt gebracht; sodann werden - nach erfolgter 
Komplexierung - die Napfchen und die festen Trager 
von nicht adsorbierten Proteinen freigewaschen, die 
in den Napfchen der Mikrotiterplatte und/oder an 
den festen Tragern adsorbierten Komplexe (Ak ai - 
Ag a i ... und/oder Ak b i-Ag b1 ...) mit einem Gemisch 
von markierten Antikorperenzymen (Ak a1 E* .... 
Ak b1 E*. ...), die gegen die gesuchten Antigene (Ag a1 , 
Ag a 2, - Ag b1 , Ag b2 ...) gerichtet sind, inkubiert und 
wird die Aktivitat der an die Komplexe gebundenen 
Enzyme (Ak a i-Ag a i-AkaiE*, ... Ak b1 -Ag b1 -Ak b iE*. ...) 
nach Umsetzung mit einem farbenden Substrat pho- 
tometrisch bestimmt. 
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